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　 シ ア ノ バ クテ リア か ら ヒ トまで 地 上の ほ とん どの 生物 の 生 理機能 には 、内 因性の 生物 時

計に駆動 され る約 24時間周期の （サ
ー

カデ ィ ア ン ） リズ ム が あ る。ほ 乳類 にお ける生物 時

計の リズ ム 発 振 メ カ ニ ズ ム は、時計遺 伝子 の 転 写 と翻訳産 物に よ る転写抑制 の フ ィ
ー

ドバ

ッ ク ル ープ に ある と考えられ る 。 転写因子 CLOCK と BMALI に よ る時 計遣伝子 Per の 転写促

進 と、蛋 白産物 PER に よ る そ の 抑制が、分子時計の コ ア で あ る と考 え られ 、　Bma7f の 転 写に

係 わ る分子ル
ープ も こ の ル ープ と連動 して 振 動 して い る 。 こ の 様に 、複数 の 連動する分子

ル
ープ か らな る 細胞内の 振動 メ カ ニ ズ ム を、 リアル タイ ム に生 細胞 内 で 検討するに は、複

数の レ ポー ターが必 要 となる 。 しか し、こ れ ま で に 単
一

の 培養組織か ら複数の 時計遺伝 子

発現を同時 に測定 した例 は ない 。

　本実験で は 、時計 遺伝子 Perl 発現 を分泌型 の ウ ミホ タ ル ル シ フ ェ ラ
ーゼ （VL）、　 Bma11 発

現 を非分泌 型 の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ
ーゼ （FL）で レ ポ ー トす る トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス

（PVBF マ ウス ）を作成 し、哺 乳類 の 生物 時計で あ る視交叉 上核 （SCN）にお ける両遺伝子発現 リ

ズム の 同時 測 定 を行い
、 本 トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス の 有用性 を検討 した 。 また 、末梢各

組織に お ける Bmal ！ 発 現 リズ ム を測 定 し 、 中枢時計に よ る位相調節お よび各 末梢時計間の

差異を検討 した。 さらに、本 シ ス テ ム を用 い 、新生児お よび 成獣 SCN の 培地 交換に対す る

位相 反応 性 を比 較 した 。

【方 法】

1 、
PVBF マ ウス SCN前額断ス ライ ス 切片を培 養 し、

　 Bmall−FL 活性の 連続測定を行 っ た 。 測

定 を
一

時 中断 し
、 培地 を全量 交換に よ り採 取 、 培地 に ウ ミホ タル ル シ フ ェ リン を加 えて

Pθr ノ
ーVL 活性 を測定 した 。 サン プ リン グは 、 培養 1 日 目の 8 時 か ら 2 目 目の 20 時まで 4 時

間間隔で 行 っ た。

2 、PVBFマ ウス の 末梢 各組 織 （眼球 、肺 、 心臓 、 大動脈 、横隔膜 、 胃、 肝臓 、 腎臓、精巣）

お よび SCN の 切 片 を作製 し、　 Bmall−FL活性 を連続測 定 した 。 また 、 肝臓 を長期 間 に わた り

測定 し培地交換 によ る位 相反応 を調 べ た 。

3 、生後 6 日目 （新生児 ）お よび 8 − 42 週齢 （成獣）の PVBF マ ウス SCN の Bmall−FL 活

性を連続測定 し 、 培地 交換 に よ る位相反応を調 べ た 。
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「生命 リズム と振動子 ネ ッ トワ
ー

ク」

【結 果】

1 、
SCN にお け る Perl−VLお よび BmalJ−FL活性 は ともに強い サ ーカ デ ィ ア ン リズ ム を示 し、

そ の 関係は 、ほ ぼ逆位相で あ っ た
。

2
、 測定 したす べ て の 末梢組 織 で 明瞭なサー

カデ ィア ン リズ ム が み られ 、
SCN とは 異な る位

相 ・周期を示 した。 さ らに 、末梢組織 間に お い て も、互 い に位相 ・周期 が異な る こ とが 示

され た 。 また 、肝 臓 の Bmal ノーFL リズ ム は 培地交換 に よ り位相依 存的 に位相 変位 し 、 BmalノーFL

の ピ ー
ク付近 で の 交換で 大 きな位相前進 が み られ た。肝 臓 の 測 定 中一例 で 、 培地交換に よ

り約 8 時間周期の ウル トラデ ィア ン リズム が 出現 した 。
こ の リズ ム は 次の 培地 交換に よ り、

サ
ー

カデ ィ ア ン リズ ム に戻 っ た。

3
、 新生児の マ ウス SCN は 、 培地交換に よ り位相依存的に位相変 位 し 、

　 Bma／1−FL の ピ
ー

ク

付近 の 培地交換に よ り 、 大 きな位相前進が 起こ る こ とが観察 された 。

一
方 、成獣の SCN は

培地交換位相 に関わ らず、大きな位 相変位 はみ られな か っ た 。

【考察】

　今回 の 同時測 定で 得 られ た Perl と Bma ／1 の 位相 関係は 、 過去 の 文献 と も矛 盾 しなか っ た 。

した が っ て 、本 トラン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス は、時計遺伝子 Perl お よび Bma11 を同時に 連続

測定で きる 、 有用な モ デル で ある と考え られ る。また 、 末梢各組織 は そ れ ぞれ 固有の 位相 ・

周期 を持ち、 自律的に振動す る こ とが示 され た 。 肝臓お よび新生児 SCN で は、培地 交換に

よ り Bmall 振動 の 位相依存 的 な位相変位がみ られ た が 、こ の こ とは組織 間の
、 あ る い は発

達段 階 によ る、細胞間連絡の 量 の 違い を反 映 して い る の か も知 れ ない 。
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